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© Verfahren zur Bestimmung von Antikbrpern. 

© Zur Bestimmung eines Antikbrpers aurch Inkubation mit drei verschiecenen Rezeptoren R . R, und R„ von 
denen R und R, in flussiger Phase voriiegen und mit dem Antikorper bindefahig sind, R, an erne feste Phas 
gebuncen voriiegt und mit R bindefahig :st una R, eine Markierung tragt, Trennung der festen von der flussigen 
Phase una Messung der Markierung in der festen Phase, verwendet man ais R, em Konjugat aus emer vom zu 
bestimmenden Anttkbrper spezifisch erkannten Substanz und einem Reakticnspartner etnes spezifischen Bin- 
dungssystems. als R 3 em Konjugat aus emer vom zu bestimmenden Antikcrper spezifisch erkannten Substanz 
und einer Markierung und als R 3 den anceren Bindungspanner des spezifiscnen Bindungssystems. 

FIG .1 
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Verfahren zur Bestimmung von Antikbrpern 



Die Erfindung betrifft "ein Verfahren zur Bestimmung eines Antikorpers durch Inkubation mit drei.ver-i*-- 
schiedenen Rezeptoren R.. R, und R„ von denen R. und R s in flussiger Phase voriiegen und mit dem 
Antikorper bindefahig sind. R, in fester Phase vorliegfund mit R. bindefahig ist und R, eine Markierung 
tragt. Trennung der festen von der flussigen Phase und Messung der Markterung in der festen Phase. 

Antikorper sind Proteinmolekule. die nach Kontakt mit dem passenden Antigen von B-lymphocyten und 
Plasmazelten produziert werden und spezifisch gegen das ihre Bildung auslosende Antigen gerichtet sind. 
Der Nachweis von Antikorpern gegen bestimmte Antigene kann daher Aufschlufl geben uber das Stadium 
einer Krankheit Oder uber das Voriiegen von Autoimmunkrankheiten. 

Antikorper konnen empfindlich nachgewiesen werden durch Verfahren nach dem Prinzip des Immu- 
noassays. Hier sind verschiedene Varianten mdglich. So kann beispielsweise das Antigen kovalent an einen 
Trager gebunden werden. mit der Losung, die den zu bestimmenden Antikorper enthalt. in Kontakt 
gebracht werden und anschlieflend mit einem gegen diesen Antikorper gerichteten Antikorper, in der Regel 
ein Anti-lg-Antikorper. der in bekannter Weise markiert ist. umgesetzt werden. Das Mafl an gebund ner 
Markierung gibt dann Ruckschlufl auf die Menge an dem Antikorpergehalt. Nachteil dieses Verfahrens ist 
es. dafl durch unspezifische Bindung^ vop in der Probe enthaltenem. nicht spezifischem Antikorper falsch 
positive Werte orhaiten werden. AuSerdem kann diese Bestimmung nur in zwei aufeinanderfoigenaen 
Schritten durchgefuhrt werden. Ein weiterer Test zum Nachweis und zur quantitation Bestimmung eines 
Antikorpers besteht darin, Antigen gegen den zu bestimmenden Antikorper an einer Festphase zu hxieren. 
Anschlieflend gibt man Patientenserum zusammen mit einer vorbestimmten Menge des zu bestimmenden 
Antikorpers, der jedoch eine Markierung tragt. zu und mitt anschlieflend die an der Festphase gebundene 
Markierung. Es handelt sich hierbei also urn einen kompetitiven Test, dessen Empfindlichkeit zu wunschen 
ubrig laflt. Eine weitere Moglichkeit besteht darin. an eine Festphase einen Anti-lg-Antikorper zu binden und 
dann mit der Testlosung umzusetzen. Anschlieflend wird ein fur den zu bestimmenden Antikorper spezifi- 
sches Antigen, an das eine Markierung gebunden ist. zugegeben. Nachteil dieser Methode ist die begrenzte 
Bindekapazitat der Festphase. aa aufler dem zu bestimmenden. Antikorper auch andere Antikorper dersel- 
ben Globulinklasse gebunden werden. 

Eine weitere Variante besteht darin. eine Festphase mit dem spezifischen Antigen des zu bestimmen- • 
den Antikomers zu beschichten. anschtieflend diese Festphase mit der Probelosung umzusetzen und 
danach in einem weiteren Schrttt eine spezifisch bindefahige Substanz. die eine Markierung tragt, zuzuset- 
zen. Deranige Verfahren sind beisp.eisweise bekannt aus EP-A 168 689 und EP-A 160 900. Nachte.l d.eser 
Verfahren ist es zum einen. da/3 fur jede Bestimmung eine andere Festohase verwendet werden mufl, da 
die Festphase jeweils das spezifische Antigen tragt. Ein weiterer Nachten ist es, da/3 die Umsetzung des 
Antikorpers mit dem Antigen heterogen erfolgt. Daruberhinaus sind fur Verfahren dieser Art immer zwei 
Schritte notwenaig. Damit sind aDer solche Verfahren n.cnt Cbertragbar au: Anaiysatoren. oei denen nur ein 
einziger Waschschritt durchfuhrbar ist. 

Aufgabe der Erfindung war es daher. ein Verfahren zur Bestimmung von Antikorper zu schaffen. das 
einstufig und mit nur einem einzigen Waschschritt durchgefuhrt werden kann und somit automatisierbar ist. 
Daruberhinaus war es Aufgabe der Erfindung. ein Verfahren zu schaffen. cei dem eine teste Phase fur viele 
verschiedene Tests verwendet werden kann. 

Diese Aufgabe wird gelcst durch ein Verfahren zur Bestimmung eines Antikorpers durch Inkubation mit 
drei verschiedenen Rezeptoren R.. R, und R,. von denen R und R, in flussiger Phase voriiegen und m.t 
dem Antikorper bindefahig sind, R, an eine feste Phase gebunden vorliegt und mit R. bindefahig ist und R, 
eine Markierung tragt. Trennung der festen von der flussigen Phase unc Messung der Markierung in der 
festen Phase, das dadurch gekennzeichnet ist. dafl man als R. ein Konjugat aus einer vom zu bestimmen- 
den Antikorper spezifisch erkannten Substanz und einem Reaktionspartner eines spezifischen Bindungssy- 
stems. als R, ein Konjugat aus einer vom zu bestimmenden Antikorper scezifisch erkannten Substanz und 
einer Markierung und als R, den anderen Bindungspartner des spezifischen Bindungssystems verwendet. 
Das eriindungsgemafle Verfahren beruht auf dem Prinzip. dafl zwei icsiiche Bindungskomponenten, von 
' denen die eine ein Konjugat aus einer Substanz. die mindestens ein fur cen zu bestimmenden Antikorper 
spezifisches Epitop tragt. w.e z. B. ein Antigen. Antigenfragment. Anti-iaotyp-Antikorper oaer Hapten mit 
einem Partner eines spezifischen Bindungssystems und die andere em Konjugat aus einer Substanz, die 
mindestens ein fur den zu bestimmenden Antikorper spezifisches Ep:co tragt. w«e z- B. em Antigen. 
Antigenfragment. Anti-idiotyp-Antikorper oder Hapten und einer Markierurg ist. urn :ia mincesiens r.vei 
spezifisch bmdefahigen Paratoce ces zu bestimmenaen Antikorpers xcrkurneren. Zacei ertsier.er :-e 
folgenden Reaktionsprodukte: Antikorper. cie sowoht R- als auch R, gebur.cen haben. Antikcrcer r:e -u 
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gebunaen naben una Antikorper. cie nur R : geouncen haben. Nur ersten oeiden Reaktior.scroaukte 
konnen an aer Festphase gebunden werGen. aa sie einen Reaktionscarner ces spezifischen Bincungssy- 
stemes tragen. Oas Reaktionsproaukt. bei aem nur R, gebunden ist. wire ausgewaschen. Da der Antikcrper. 
an den nur R. gebunden ist. keine Markierung hat. gent er in die Messung nicht ein. Oie Konzentrationsbe- 
5 stimmung ces Antikorpers erfolgt daher ailein uber die Antikorpermolekule. die R. una R, gebunaen haben. 
Dabei wtrd die hochste Empfindlichkeit dann erreicht. wenn die Menge an vom zu bestimmenden 
Antikorper spezifisch erkannter Substanz. auch als immunreaktiv bezeichnet. in R, grofler Oder gleich der 
Menge an immunreaktiver Substanz in R 3 ist. Bevorzugt werden die immunreaktWen Substanzen in R, und 
R, im Verhaltnis 20 bis 1:1 eingesetzt. Besonders bevorzugt betragt das Verhaltnis 5 bis 1:1. Die 

w Auswertung ist uber das gebundene markierte Konjugat mogiich, una mit Hilfe einer Eichkurve kann dann 
die Konzentration des Antikorpers in der Probe bestimmt werden. 

Uberraschenderweise ist es somit erfindungsgemafl mogiich, Antikorper mit sehr hoher Genauigkeit 
und in einem einfachen Verfahren zu bestimmen. Das erfindungsgemafle Bestimmungsverfahren wird nicht 
durch hohe Konzentrationen von nicht zu bestimmenden Antikorpern gestort. Besonderer Vorteil des 

js Verfahrens ist die Schnelligkeit und Bnfachheit des Testablaufs. 

Das erfindungsgemafle Verfahren ist geeignet zur Bestimmung von Antikorpern aller Klassen. wie z.B. 
IgG, IgM. IgA, IgD und IgE sowie Gemischen hiervon. 

Da jeder der Rezeptoren und auch der zu bestimmende Antikorper jeweils nur spezifisch mit dem fur 
ihn bestimmten Reaktionspartner reagieren kann, ist es mogiich, alls Rezeptoren und die Probe zusammen 

20 zu inkubieren und das Verfahren einstufig durchzufuhren. Dies erfordert dann auch nur einen einzigen Wa- 
schschritt nach der Inkubation. Selbstverstandlich ist es auch mogiich. cas erfindungsgemafle Verfahren in 
zwei Stufen durchzufuhren. In diesem Fall wird zweckmaflig die Probe zunachst mit den Rezeptoren R, und 
R 3 inkubiert und anschlieflend der aus R,, R, und zu bestimmendem Antikorper entstandene Komplex zu 
dem festphasengebundenen R, gegeben. Ein weiterer Vorteil des erfinaungsgema/Jen Verfahrens liegt in 

25 der einstufigen Verfahrensweise. da es dadurch mogiich ist. das Verfahren leicht zu automatisieren. 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaflen Verfahrens werden drei verschiedene Rezeptoren R., R, und 
R, verwendet. Die Rezeptoren R, und R 3 liegen jeweils in flussiger Phase und vorzugsweise in gleicher 
Konzentration vor. Sie bestehen jeweils aus einer Substanz, die ein fur den zu bestimmenden Antikorper 
spezifisches Epitop tragt. Diese Substanz ist jeweils ein Konjugat aus zwei Teilen, wobei der eine Teil das 

30 Epitop tragt und beisptelsweise ein Antigen, ein Antigenfragment ein Anti-idiotyp-Antikorper Oder ein Hapten 
ist. Die in aen Rezeptoren R. und R 5 enthaltenen antikorperspezifischen Substanzen konnen identisch Oder 
verschieaen sein. Der andere Teil des Konjugates ist bei R ein Reaktionspartner eines spezifischen 
Bindungssystemes. Unter einem spezifischen Bindungssystem werden nier zwei Partner verstanden, die 
spezifisch miteinander reagieren konnen. Das Bindungsvermcgen kann dabei auf einer immunologischen 

35 Reaktibn oaer aber auf einer anderen spezifischen Reaktion berunen. 

Bevorzugt wird als spezifisches Bindungssystem eine Kombinancn von Biotin und Avidin: Biotin und 
Streptaviain: Biotin und Antibtotin: Hapten und Antihapten: Fcv-Fragment eines Antikorpers una Antikorper 
gegen dieses Fc^-Fragment Oder Kohlehyarat .und Lectin verwendet. Einer der Reaktionspartner dieses 
spezifisch bindefahigen Paares ist dann Teil des Konjugates. das den Rezeptor R. bildet. 

Der andere Reaktionspartner ist der Rezeptor Rj, der in fester Phase vorliegt. Die Bindung von R, an 
ein unlosliches Tragermatenal kann nacn den ublichen. dem Fachmann cekannten Methoden zur Fixierung 
von Bindungspartnern, vorzugswetse biologischer Bindungssysteme. an -este Tragersubstanzen vorgenom- 
men werden. Sowohl eine kovalente, als auch eine adsorptive Bindung is: geeignet. Bevorzugt wird jedoch. 
wegen der hierbei erzielbaren hoheren Ausbeute und der vereinfacnten Arbeitsweise. eine lediglich 

-s adsorptive Bindung, beisoieisweise an Kunststoff. Als feste Phase besenders geeignet sind Reagenzgla- 
schen Oder Mikrotiterpiatten aus Polystyrol und ahnlichen Kunststorfen. die adsorptiv an der Inneno- 
berflache mit R, beschichtet stnd. Weiterhin geeignet sind auch tetichenformige Substanzen. z. B. 
Molekuiarstebmatenalien. Glaskorperchen, Kunststoffschlauche und derg-eichen. Besonders bevorzugt wtrd 
als Trager aer festen Phase sin poroser. schichtformiger Trager wie Pacier verwenaet. Als Ri wira an der 

50 festen Phase der Reaktionspartner des spezifischen Bindungssystems fixiert 

Der Rezeptor R : tragt aufler dem Antigen. Antigenfragment ocer Hapten als anderen Teil des 
Konjugates eine Markierung. Bevorzugt wtrd als Markierung ein Enzym. aire flucreszierenae. chemnumines- 
zierende ocer radioaktive Substanz verwendet. Verfahren zur Markierung .on Antigenen. Antigenfragmenten 
Oder Haptenen sind dem Fachmann bekannt. z. B. aus Clin. Chim. Ac:a 31 (1977) i bis 40. und bedCrfen 

55 hier keiner weiteren Erlauterung. Die Markierung kann in an sich bekannter Weise bestimmt werden. 

in einer bevorzugten Ausfuhrungsform ces erfindungsgematfen Verfanrens weraen die Rezeptoren R 
und R, sowie die aen zu bestimmenaen Antikorper enthaitence Probe ir< jbiert. Dabei reagieren R una R : 
mit statistischer Wahrscheinlichkeit mit den Paratopen ces zu cestimmenden Antikorpers. Ciese 
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Reagenzmiscnung wire anscnneSenc n KontaKi rr.:t cer cen Rezeptor a, :ra-;enaen Fssipnase gsbracnt. 

Der in R enthaitene Reakticnspartner ces spezifischen Bir.duncssystemes rsagiert mit R : . Mach cer 
inkubauon wird erne Phasentrennung zer festen ven cer flussigen Phase c-jrehgefuhrt. beisoieiswe.se durch 
Absaugen. Nach Wascherraer festen Phase kann aann die Messung cer Markierung vorgenommen werden , 
una stent em Mai3 fur die Menge an zu bestimmendem Antikorper car. Erfoigt cie Markierung mit emem 
Enzym. genugt es. einfach die Aktivitat des Markterungsenzyms in cer nenur allgemein bekannten Weise 
zu messen. Als Markierungsenzym wird besonders bevorzugt Peroxidase ccer ^-Galactosidase verwendet. 

Falls die Markierung nicht mit einem Enzym sondern mit einer racioaktiven Substanz. einem Isotop. 
etner fluoreszierenden Oder chemilumineszierenden Substanz erfoigt. sc wird auch hier die Bestimmung 
nach einer der dem Fachmann wohlbekannten Methoden vorgenommen. 

Wird aas Verfahren in einem Zentrifugalanalysator durchgefuhrt so :st es bevorzugt. dafl die Probe 
zuerst uber einen Trager zentrifugiert wird. auf dem die beiden Rezeptoren R. und R, ablosbar vorliegen. ^ 
Hierbei werden die Rezeptoren R, und R, gelost. 

Dutch entsprechend zeitlich gestaltete Haltephasen wird die Ablosung der Rezeptoren R. und R, und 
deren Komplexbildung mit dem in der Probe enthaltenen. zu bestimmenden Antikorper bewirkt. 

Im nachsten Schritt wird das gebildete Reaktionsgemisch auf die teste Phase gebracht. wo dann die 
endgultige Reaktion abiauft. 

Ebenso ist es auch moglich. die Rezeptoren R. und R, und die Probe ohne Haltephase fur die 
Komplexbildung direkt auf die feste Phase mit dem Rezeptor R, zu bringen. Da die Reaktion zwischen den 
Rezeptoren R. und R 3 und dem zu bestimmenden Antikorper homogen ist. ;auft sie viel schneiler ab als die 
Reaktion zwischen R. und R 2 an aer heterogenen Phasengrenze. Diese Reaktionsfuhrung fuhrt daher zu 
Ergebnissen, die sich nicht wesentiich von denen unterscheiden. die man in der Reaktionsfuhrung mit 
Haltepnase erhalt. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen Verfahrens werden aile drei 
Rezeptoren sowie die den zu bestimmenden Antikorper enthaltende Prose inkubiert. Dabei reagieren R. 
und R, mit statistischer Wahrschemlichkeit mit den Paratopen des zu bestimmenden Antikorpers. Der in R. 
enthaitene Reaktionspartner des spezifischen Bindungssystemes reagien mit R t . Wie zuvor beschrieben. 
lauft auch hier die homogene Reaktion zwischen R., R 3 und zu bestimmendem Antikorper wesentiich - 
schneiler ab als die heterogene Reaktion zwischen R. und R, und wird daher nicht behindert. Nach der 
Inkubation wird eine Phasentrennung cer festen von der flussigen Phase curchgefuhrt. beispieisweise durch 
Absaugen. Nach Waschen der festen Phase kann dann die Messung der Markierung vorgenommen werden 
und stellt em Mafl fur die Menge an zu bestimmendem Antikorper dar. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist es auch moglich, zuerst die Probe mit der festen Phase in 
Kontakt zu bringen und aann das Reaktionsgemisch aus den Rezeptoren R. und R 3 zuzugeben. Dieses 
Verfahren ist besonaers vorteiihaft fur Analysenautomaten. die Probe -nd Reagenz nicht gleichzemg 
iosieren konnen. 

Ein weuerer Gegenstana cer Eriircung ist ein Reagenz zur Bestimmurc emes Antikorpers. aas daaurcn 
gekennzeichnet ist. dafl es zwei verschiedene losliche. mit dem Antikorper oinaerahige Rezeotoren R und 
R-. von oenen R- einen Reakticnspartner emes spezifischen Bindungssystems und R, sine Markierung tragt 
und auflerdem einen Rezeotor R,, aer m fester Phase voriiegt und mit cam Rezeptor R. bindefahig ist. 
enthait. wobei der unicsliche Rezeptor R, und aer iosliche Rezeptor R. cnysikalisch getrennt voneinander 
vorliegen. 

Da der Rezeptor R, weder mit R nccn mit R, reagtert. ist seine Einbrrgung in das Reagenz unkntisch. 
Zweckmaflig werden jedoch R und R : zusammen in einem Reagenz aufbewahrt 

Dabei sind R- una R, gemeinsam m einem flussigen oaer lyophilis^enen Reagenz enthalten. R, liegt 
davon getrennt. an em unlosliches Tragermatenal gebunden. vor. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform kennen oie Rezeptoren R. una R : :slich und Rezeptor R, unioshen 
und getrennt von R. in einem festen Tragermatenal enthalten sem. Als 'ragermaterial sind die unter den 
bei oer Erfindung auftretenaen Beaingungen merten Matenalien. weiche R : curch chemische Oder physikaii- 
sche Bindung zu fixieren vermogen. geeignet. Derartige Matenahen sire dem Fachmann in grofler Zahl 
bekannt. Bevorzugt ist em saugfahiges. oueilfahiges Oder losliches filmciicendes Tragermatenal. z. B. ein 
fur Teststreifen bekanntes Tragermatenal wie Papier oder ahnliche Vliesma:eriaiien. 

Die foigenaen Beispiele una Zeichnungen eriautern aie Erfindung weitsr. Es zeigen: 

P:g. 1 eine Eichkurve fur em Verfahren nach Beispiel 4 mit steigencsn Mengen HBs-Antikorper 
Fig. 2 eine Eichkur/e fur ein Verfahren nach Beispiel 5 mit steigencsn Mengen HBs-Antikorper. 
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Kerstenung vcn Reagenzicsur-cen 

n Hersteiiung ernes HBsAg-Maus-igG-Komugares (Rezsotor-D 
5 la Limitierte Reduktion von HBsAg (Hepatitis B-Oberflachen-Antigem 

5 mg HBsAg (Herstellung nacn J. Virol. Meth. u. 225-230 (1985)) -p. 5 ml lOnM Na-Acetat-Puffer. pH 
4.5 weraen ad 50 mM Dithiothreit gebracht und 30 Minuten bei 25 5 C genaiten. 

'0 

1 b Entsalzung des Reaktionsansatzes 

Der Reaktionsansatz wird uber eine Sephadex G-25 Saule (0 16 mm. Packhohe 15 cm) in 10 mM Na- 
Acetat-Puffer pH 4.5 mit einer Flu/Srate von 40 ml/h chromatographien und fraktioniert Die Fraktionen mit 
;s Absorptionen bei 280 nm <E 0.3) werden gepoolt und 24 Stunden gegen 30 mM K-Phosphatpuffer pH 7,1 
dialysiert (3 x 1 I Dialyseflussigkeit). 

ic Modifizierung von IgG (Maus-ndrmal-IgG, M-n Ig'G. Hersteller Calbiocnem GmbH. Frankfurt), 

20 

Zu einer Losung von 10 mg M-nlgG in 1 ml 30 mM K-PhcspnaiDuffer pH 7.1 werden 10 al einer 
Lisung von Maleinaminohexanoyl-N-hydroxy-succinimid-ester (MHS) tn Dimethylsulfoxid (14,3 mg MHS/1 
ml Dimethylsulfoxid) gegeben und 1 Stunde bei 25°C reagieren lassen. 

25 

id Entsalzung des Modifizierungsansatzes 

Der Ansatz aus 1c wird uber 10 ml Sephaaex G 25 in 30 mM K-Fhospnat-Puffer pH 7.1 chromatogra- 
phien und fraktioniert (Fluflrate 40 ml.h). Die Fraktionen des ProteinpeaKS mit der hochsten Proteinkonzen- 
30 tration werden gepoolt. Diese enthalten den Maleinaminohexanoyi-moGifizierten M-nlgG Antikorper. 
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le Konjugationsansatz 

Zu 2 mg reauziertem HBsAg aus lb in 4 ml 30 mM K-Phospnatcuffer oH 7.1 /veraen 10 mg nach id 
mcaifiziertes M-n-tgG in i .6 mi 10 mM K-Phosphatouffer pH 7.1 zsgecen. Nach Mischen laflt man 1 
Stunde bei 25'C reagieren. Die Reaktion wire ceenaet durch Z'jgace -on Cystem ac 1 rr.M. man iaflt 30 
Minuten bet 25 'C reagieren. gict dann Jodacetamid ac 5 mM zu unc aflt 30 Minuten bei 25' C reagieren. 
Anschlieflend wird auf eine Konzentration von 15 mg.ml konzentnert. 

U Chromatographtsche Trennung des Konjugatansatzes 

Der Ansatz wird nach Kcnzentrieren auf 0.8 ml auf Superose 6 prep (Pharmacia) (ca. 80 ml) 
aufgetragen und mit einer linearen Flieflrate von 5 cm.h chromatogracniert {10 mM K-Phosphatpuffer pH 
7.5: 0.2 % Sacchorose: 0.1 9 '* AztC). Die Fraktionen im Ausschlufl sine ras geeignete Prcdukt. 



2) Schaf-anti-Maus-Fc-y • Rezeotcr-2) 

2a Schaf-anti-Maus-Fcv-Antiserum wird wie folgt aufgereinigt: 

Ein diesen Antikoroer enthaitences Serum wird ad 1 .8 M mit Arr.r-cniumsuifat versetzt. Das Praziciiat 
w.ra in 15 mM Na-Phospnatpuffer pH 7.0 enthaitenc 50 mM Na-Ocr:a aufgenommen. Die so erhaitene 
Liisung wira einer Passage uber DEAE-Zeliulose unterworfen. 
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2'z Immur.scrotive Aufreinicur.g 

Das Schaf-anti-Maus-Fcv-Reagenz aus 2a *ira m PBS-Puifer ipncscnate burferea saunei pH 7.5 -m 



mg Reagenz-Protemj. Nach Auswaschen aes nicht gebundenen Proteins wird der spezifisch gebundene 
Anteil mit 1 M Propicnsaure eiuiert. Das Produkt wird diaiysiert una lycphiiisjert. 

3) Herstellung eines HBsAg- iGal-Konjugates (Rezeptor-3) 
3a.b) Umitierte Reduktion una Entsalzung von HBsAg analog zu la.b) 



?5 Zu einer Losung von 10 mg £Gal in 1 ml 30 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,1 werden 50 ul Bis- 
Maleimiao-Methyl-Ether (BMME 1 ) (47 mg B MM Em I wasserfreiem Dimethylsulfoxid) gegeben. gemischt und 
eine Stunde Dei Raumtemperatur reagieren gelassen. 

»* • 

20 3d) Entsaizung der modifizierten jGai 

Der Reaktionsansatz aus 3c) wird auf 4 6 C abgekiihlt una bet dieser Temperatur uber 10 ml Sephadex 
G-25 in 30 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7.1 bei einer Fiieflgescnwmdigkeit von 40 mlh chromatographiert 
und fraktiomert. Die Fraktionen mit dem hochsten Prcteingenait werden gepoolt (Proteinkonzentration 6 
25 mgmi): d-Gal-BMME. 

3e) Konjugatansatz 



Zu 2 mg. reauziertem HBsAg aus 3b) in 4 ml 30 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7.1 weraen 10 mg 3Gal- 
BMME in 1.6 ml des gieichen Puffers gegeben und nach Mischen 1 Stunce reagieren geiassen. 
Die Reaktion wird ciurch Zugabe von Cystein ad 1 mM beendet. Nach 30 Minuten bei 25'C wird 
lodacetamia ad 5 mM zugegeben una ebenfails 30 Minuten reagieren geiassen. Anschiieflend wird der 
Ansatz auf 15 mg. ml konzentriert. 



30 Chrcmatcgraphische Auftrennung ces Reaktionsansatzes 

Der Ansatz nach 3e> wire auf eme 30 mi Superose 6 crep-Sauie aufgetragen und mit einer Flu/3rate von 
•io 5 cm/h chromatographiert (Puffer: 10 mM Kaliumphosphatouffer pH 7.5. 0.2' o Saccharose. 0.1 % Azid). 
Die Fraktionen im Ausschiui3 steilen cas geeignete Prccukt dar. 



Bestimmung von Anti-HBs 

A) Herstellung von Substratouffer 70 mmoi.l HEPES-NaOH cH 7.0 
154 mmot.l Natnumcniond 
so 3 g.l Rinderserumaibumin 

5 mmol.1 Chlorphenolrot-J-D-galactostd {hergesteilt nach DE 33 45 743) 
2 g.l Tween 20 (nicntioncgenes Detergenz) 

55 B) Herstellung von Reagenztragern 




3c) Modifizierung der 3-Galactostdase 




Beispiel 2 
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i) Reagenztrager i: 

40 ulI eirer Lcsung, c:e pro Liter 
1 00 m m oi Natnu m p ho s p hat p H 7 . 3 ( 37 * C) . - , . : . : ; V - * ..; r^Sfe>rt^^^^ 

5 2 mmol Magnesiumcnlcnc. 

9 g Natnumchlorid. 

5 g Rinderserumaibumin. 

10 mg HBsAg-tgG (Rezeptor-1 -Losung) 

250 U HBsAg-^-Galactosidase-Konjugat {Rezeptor-3-L5sung: die Ak:;vitat wird bestimmt mit ortho- 
io Nitrophenyl-d-Galactosid bei 37*C). 

enthalt. wird auf ein Vlies aufgetropft. das aus kommerzieilem Polyestercapier besteht. Anschlie/Jend wird 

bei Raumtemperatur getrocknet. -r >vp.;w V 

is 2) Reagenztrager 2: 

Auf ein Zellulose-Vlies werden nach dem Bromcyan-Aktivierungsverfahren (DE-OS 1768512) Schaf- 
Antikorper gegen den Fcy-Teil von Maus-Antikorpern (Rezeptor-2-Losung) fixiert. wobei pro g Fasermaterial 
10 ixg Antikorper zur Fixierung angebpten werden. Durch Waschers wird ^r.gekoppelier Antikorper entfernt 

20 und das vTies schonend bei Raumtemperatur getrocknet. 

Die Bestimmung mit Hilfe dieser beiden Reagenztrager 1 und 2 erfcigt mit der in der DE-A1 3 425 
008.5 beschnebenen Vorrichtung zur Durchfuhrung analytischer Bestimmurgen (vgl. dort Fig. 1). 

Diese iehrt ein Rotoreinsatzelement fur Zentrifugalanalysenautcmaten, bestehend aus einem 
Formkorper. der eine Probenauftragskammer. die mit einer Mehrzahl vcn Reagenzfetdern in Verbindung 

25 steht. die jewetls ein mit einem bestimmten Reagenz impragniertes saucrahiges Tragermaterial enthalten. 
wenigstens eine Mischventiikammer und eine Meflkammer aufweis:. die zusammen einen Pro- 
benflussigkeitstransportweg bilden, der von radial innen nach radial au/3en fuhrt. wenn das Einsatzelement 
auf dem Rotor befestigt ist und weiter wenigstens eine weitere Kammer die Aufnahme einer Flussigkeit 
und einen Transportweg, der von dieser Kammer zur Meflfuhrurg fuhrt und -mit dem Pro- 

30 benflussigkeitstransportweg mmdestens teilweise identisch ist. aur.veist. Dabei fuhrt der Pro- 
benflussigkeitstransportweg von einer Probenauftragskammer (P) uber eine mit saugfahigem Material 
gefullte. Puffer enthaltende Kammer ia). sine Kammer ic) und eine zwischen den Kammern (a) und t'c) 
angeord nete erste Ventilkammer (Vk1) zu einer zweiten Ventilkammer Vk2) und von dieser uber die 
Kammer id) und uber eine Aurfangkammer (AK) zur Meflkammer (K.. Zur Aufnahme einer weiteren 

35 Flussigkeit ist eine als Pumpenkammer ausgeoildete Sucstratxammer <?'<■ vorgesehen. welche uber eine 
aus Dosierkammer (DK) una KaDillare (Kap) bestehenae Dcsiereinncnturr und eine Gberlaufkammer itX) 
mit der zweiten Ventilkammer iVk2) verouncen ist. Fig. 1 car DE-A1 3- 25 008.5 zeigt schematises das 
verwendete Rotoreinsatzelement. 

Reagenztrager 1 wird auf Fela c aes Rotoremsatzeiements piazien --a Reagenztrager 2 auf Feld d. 

uo Dabei werden 40 al Probe aurch eine Gffnung am oberen Rand airekt auf das Feld a pipettiert. 270 ul 
Substratlosung werden in Kammer PK pipettiert. Durch em geeignetes Z=-!rifugations-Programm. bei dem 
hohe Drehzahlen mit Stillstana abwechsein. werden dann Probe und Substratlosung in Richtung Trennma- 
trix und Kuvette gefdrdert. 

Dabei werden im Verlauf des Programms die Rezeptoren 1 und 3 durcr die Probenflussigkeit vcm Feld 
-s c eluiert una die homogene Mischung anschlieflend zur Reaktion gerracht. Auf Feld d weraen cie 
gebildeten Komplexe (RezeptoM :Analyt:Rezeotor-3) an den Rezeptor 2 gscunden. 

Die Substratlosung wird durch die Dosierkammer DK in Pcrticnen gr:eiit. von denen die ersten zum 
Auswascnen von uberschussigem. mcht komplexienem Konjugat cienen. 

Unter aiesen Bedingungen weraen fcigenae Resultate erhaiten; 
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T a b s i 1 e 



Anti-HBsAa 



U/l 



D o 100 280 650 950 



MeBwert 150+5 260+10 445+10 805+16 1111+27 .p; 

(mE) V 

^ Definition der Einheiten entsprechend der Standardi- 
sierung des Patil-'Ehrlich-Instituts r - W . -.Germany 

Die Proben wurden jeweils 5fach bestimmt. Die Messungen wurden cei einer Schichtdicke von 0.3 cm 
oei 576 nm gegen 700 nm durchgefuhrt una auf sine Schichtdicke von a = 1 cm umgerechnet. 



25 Beispiei 3 

Mikrotiterpiatten tMTPs) werden pro Vertiefung mit je 250 al emer Lirsung von immunsorptiv aufgerei- 
nigtem Rezeptor 2 (Schaf-Anti-Maus-Fcv-Antikcrper) in der Konzentration von 10 ag/ml in Be- 
schichtungspuffer (20 mM Carbonatpuffer. pH 9.6) uber Nacht bei Raumtemperatur (RT) beschichtet. Im 
Anschlu/3 werden unspezifische Bindungsstellen durch eine einstundige Nachmkubation bei Raumtempera- 
tur mit 300 ul Nachbeschichtungspuffer (50 mM Kaliumphosphat. 150 mM NaCI. 1 °'« Rinderserumatbumin 
(RSA), 1 g.l Tween 20, pH 7.5) abgesattigt. Nach Waschen mit 300 ui //aschpuffer (100 mM HEPES. 150 
mM NaCI. 2.5 g.l Schaf-normal-lgG. 0.5 mM Mg-L-Aspartat. 2 g.l Tween 20. pH 7.25) pro Vertiefung werden 
150 til Probe una 50 a! emer Reagenzlosung. enthaltend Rezeptor 3 aus 3eispiei 1 iHBsAg-^Gal-Kon]ugat. 
0.1 Uml. Messung der Aktivitat mit o-Nitropnenyi-a-D-Galaktosia bei 37 5 C) und Rezeptor 1 aus Beispie! i 
*HBsAg-Maus-igG-Koniugat. 5 iig.ml) in Waschouffer zugegeben. gescnutteit und anschlieflend fur 3 
Stunaen mkuoiert. Anschlie<3ena weraen aie Veaiefungen ausgesauc; -nc areimal mit je 300 al Wa- 
schpuffer gewaschen. Danach wird i Stunde Dei Raumtemperatur r~<: 250 al Substratlosung (5 mM 
Chlorphenotrot-^-D-Galaktosid. 70 mM HEPES. 150 mM NaCI. 3 g.l RSA. 2 g.l Tween 20. pH 7.3) inkubiert 
una anscniieflend mittels eines handelsiiblichen MTP-Meflgerats bei 57C r.m mit bichromatischer Korrektur 
bei 630 nm gemessen. 

Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse etnes typischen Versuchs (Messungen .eweils mit n = 4). . 



Tabelle 2 

Anti-HBsAg-Konzentration (U/l 1 *) 3 200 

mE (570nm-630nm) 158-/ -19 912+/-53 
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Sescfcicntung cer Tuces 



Poiystyrci Testtuces wercen 18 bis 24 Stuncen mit 4 ug ml Aviain ir einem 40 mM Na-Phosphatpurfer 
bei Raumtemperatur bescntchiet. Die Nachbeschichtung zur'Absattigung unspezifischer BindungsYtefleh* 
erfoigt mit emer 0.3% RSA fRinaerserumaibumim. 0.9 o/ o NaCI. 2°o Saccr.arose und 0.05°'o Polyethergtykot 
i'Pluronic L-64) enthaitencen Lcsung. 

Hersteilung des mit Peroxyaase konjugierten Hepatitis B Oberflachenantigens (HBsAg): *" " :'" r ~ >r '-VV 

Das Verfahren wurde prinzipiell so gestaltet. da/3 durch schonende Reduktion im HBsAg SH-Gruppen 
freigesetzt warden, an die dann mit Maleimidohexanoyl-N-Hydroxy-Succinimidester (MHS) derivatisierte ' ''fV?. 
Meerrettich-Peroxydase (POD) gekoppelt wurde. " - v!^^l : fr 

HBsAg wird bei einer Konzentration von 1.4 mgml und einem pH von 4.5 in Gegenwart von 10 mM 
?5 Dithiothreit (DTT) 2 Stunden bei 25 9 C inkubiert und anschlieflend uber eine Sephadex-G25 fine-Saule 
(Pharmacia) in 10 mM Acetatpuffer entsaizt und zum Oxidationsschutz mit Argon begast. 

POD wird -bei einer Konzentration von 10 mg/ml in 30 mM Natriumphosphatpuffer. pH 7,1 mit einem 
25fach molaren Uberschu/3 an MHS fur eine Stunde bei 25 a C inkubiert. Freies MHS wird uber eine 
Sephadex-G25 medium Sauls (Pharmacia) in 10 mM ■ -Kaliumphosphatpuffer. pH 6,1, 50 mM NaCI, 10 mM 
20 MgCI, abgetrennt. 

Die Kopplung von reduziertem HBsAg an die POD erfoigt bei einem Einsatz von 3 mg MHS 
denvatisiertem POD/mg HBsAg bei pH 7 und 25'C. Nach 2 Stunden wiro die Reaktion durch Zugabe von 
Cystein ad 1 mM gestoppt. Schliefllich werden SH-Gruppen durch 5 mM Jodacetamid bei pH 7,5 1 Stunde 
bei 25 3 C derivatisiert. Das HBsAg-POD-Konjugat wird dann noch in 10 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,5. 
25 150 mM NaCI uber eine Gelfiltration an AcA22 (IBF, Serva. Germany) geretnigt. 

Herstellung aes biotinylierten Hepatitis B Oberflachenantigens: 

30 Biotinyiiert wird mit Biotin-N-Hydroxysuccinimidester (Bayer. E.A. una Wilchek M. (1980) Meth. Enzy- 
mol. 34. 265-267) uber Aminogruppen im Protein: 

Dazu wird HBsAg in 30 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.1 bei einer Konzentration von 1 mg/ml eine 
Stunae bei 25 3 C mit 50 al mi einer 6 mg.ml-Losung von Biotin-N-Hydroxysuccinimidester in DMSO 
inkubiert, Freies Biotinytierungsreagenz wird duch Gelfiltration an AcA 22 'n 20 mM Natriumphosphatpuffer 

:s pH 7.1 . 1 50 mM NaCI abgetrennt. 

Durchfuhrung des Tests: 

•io Die Proben (200 ul. Serum oder P'asma) weraen in cen Tubes mit 1C0O al Reagenz bei Raumtempera- 
tur 4 Stunden inkubiert. Das Reagenz enthalt als Rezeptor R, 60 mum! mit Peroxydase konjugiertes 
Hepatitis B Oberflachenantigen <~ 1 00 ng.ml HBsAg) und als Rezeptor R 150 ng.ml biotinyliertes Hepatitis 
B Oberflachenantigen in Natriumphosonatpuffer pH 7.0 mit 0.5% Poiyetherglykol (Pluronic F-68), 0.2% 
Rinderserumalbumin. 0,2 M Na-Tartrat. 

J5 Nach erfolgter Inkubatton werden cie Tubes dreimai mit 1.5 ml * Leuungswasser gewaschen und 1 ml 
2.2'-Azinodi.3-ethyl-benzthiazolin-sulfonsaure diammomumsal2 (1.9 mM) fur die Substratreaktion zupipettiert. 
Die Extinktion wird bei 405 nm in emer Kuvette mit 5 mm Schichtcicxe gemessen und auf eine i cm 
Kuvette umgerechnet. 

Tabelle 3 und Fig. 1 sind die Resuitate eines typtschen Versuchs zu ertnehmen. 
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Tabelle 3 

Anti-HBs l) 

U/l 0 5,0 10 50 100 250 500 

MeBwert (nE) 83 126 145 321 505 1110 1934 

^ Def. siehe Beispiel 2. 
Beispiel 5 

Es werden Testtubes mit einem Konjugat aus Streptavidin und Thermo-RSA beschichtet. 



a) Herstellung von Thermo-RSA (Rinderserumalbumim: 

1 g RSA-I werden tn 100 ml 50 mmoil KaliumDhosphat (pH 7.0) geiost auf 70'C erhitzt und 4 Stunden 
unter ieichtem Ruhren bei dieser Temperatur gehalten. Die Losung wird abgekuhlt. fiitriert und in einer 
Ultrafiltrationszeile (Ausschluflgrenze: 30.000 Dalton) auf eine Konzer.tration von 50 mg ml eingestellt. An- 
schiieflend wird gegen cas 30fache Volumen an bidest. H : 0 diaiysiert und anschiieflena lyophiiisiert Das 
Produkt hat ein Molekuiargewicht von ca. 700.000. 

Vor Kupplung an Streptavtdin wird Thermo-RSA aktiviert. Hierzu werden 68 mg Thermo-RSA in 2 ml 0.1 
mol/l Kaliumphosphat (pH 7.8) geldst una langsam mit einer Lcsung von 3.8 mg S-Acetyimercaptobern- 
stetnsaureanhydrid (SAMBA) versetzt. Nach 3 Stunden Reaktionszeit wird gegen 2 1 50 mmolvl Kaliumphos- 
phat IpH 6.5) bet 4°C diaiysiert. 
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b) Hersteilung von Streptavidin gekuppeit an Thermo-RSA 
Aktivierung von Streotavidin: 

50 mg Streotavicm wercen in 3 mi 50 mrr.oi i Kaiiumcncscra: 100 mmcu Matrsumchiond tpH 7.0) 
geiost una bei 4°C kaitgesteiit. 6.16 mg Maieinimiaonexanoyi-N-hycroxysuccinimiaester (MHS) weraen m 
620 hi Dioxan geiost und m cie Streptavidinidsung emgeruhrt. Nach emer Reaktionszeit von 2 Stunden bei 
4 S C wird zweimal gegen 1 i 50 mmoll Kaliumpncsphar 100 rr.rr.ol/ 1 Natriumcniona (pH 5) bei 4°C 
aialysiert. 

Hersteilung eines Konjugats aus Streptavidin una Thermo-RSA: 

66 mg MHS-denvatisiertes Streptavicin in 10 ml 50 mmol l Ka-iumphosphat cH 5.0 und 100 mmoi I 
Natnumchlorid geiost una 72 mg aktiviertes Thermo-RSA-SAMBA .r 5 ml 50 mmoi.1 Kaliumphosphat 100 
mmol-l Natnumchicrtd oH 6.5 werden zusammengegeben. Nach Vermischen weraen 50 ul 1 moil 
Hyarcxyiamin pH 7.0 zugegeben. urn aie Reaktion zu stoopen. Nacr, 3 Stunden wird das Reakttonsproduct 
-ber Gelchromatograohie tSucerose*?6. 50 mmoM Kaliumphospha: 100 mmol l Natriumchlorid pH 7.5i 
aufgeremigt. Es wira em Konjugat mit emem Mclekulargewicnt zwiscr.en 1 und 5 Mio. erhalten. 

In jedes Rchrcnen Polystyrol bzw. Luran£(Hersteiler BASF) werden 1.5 ml cer Streptavidin/Thermo- 
RSA-Lc sung (10 -ig.mi Streptavidin- Thermo-RSA) gefuilt und Ccer Nacht (ca. 22 Stunden) beladen. 
Danacn werden cie Rchrcnen vollstandig entieert ur.d mit einer Rincsrserumalbumin entnaitenden Losur.g 
nachcescnichtet. 

Es werden earn, .vie im Beisptet 4 cesenneoen. mit Percxydase konjugiertes Hepatitis B CL* 
erflacr.enantigen. btctinynene Antigene nergesteilt una. wie :m Beisoiel 4 besenneben. em Test dure * 
getiihrt. Die Resuitate sma aer fclgenden Tabelle 4 und aer Fig. 2 r- entnehmen. 
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5 

Anti-HBs -) 

J0 U/l 0 5 10 50 100 

Meflwert (mE) 143 209 242 744 1500 

^ Def. siehe Beispiel 2 

75 

Anspruche 

1. Verfahren zur Bestimmunq eiHes Antikorpers durch inkubation m:: arei verschiedenen Rezepioren R-, 
20 R, und R,, von denen R. und R, in fllissiger Phase voniegen und mit cerr, Antikorper bindefahig sind. R, an 

eine feste Phase gebunden vortiegt und mit R. binaefahig ist und R, e^e Markierung tragt Trennung der 
festen von der fliissigen Phase und Messung der Markierung in der festen Phase, dadurch gekennzeich- 
net da/3 man als R. ein Konjugat aus einer vom zu bestimmenaen Antikorper spezifisch erkannten 
Substanz und einem Reaktionspartner eines spezifischen Bindungssysiems. ats R, ein Konjugat aus einer 
25 vom zu bestrmmenden Antikorper spezifisch erkannten Substanz ur.c einer Markierung und als R ; den 
anderen Bindungspartner oes spezifischen Bindungssystems verwenaet. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet aa£ als spezifisches Bindungssystem 
Biotin.Avidin: BiotiaStreptaviain: BiotiaAntibiotin: Hapten Antihap:en: Fc7-Fragment eines An- 
tikorpers/Antikorper gegen aieses FcY-Fragment: KohlehydratLectin verwenaet wird. 

30 3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet cafl.der Rezeptor R, mit einem 
Enzym. einer fluoreszierencen. cnemitumineszierenden ccer radioaktiver Substanz markiert 1st. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. da/3 man aiie crei 
Rezeptoren gleichzeitig zusetzt. 

5. Verfahren nach einem cer Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, da/3 man die Rezeptoren 
js R una R, mit aer Probe vcrinkubien und anschiie/3enc mit fli ;nkuoien. 

6. Verfahren nach einem aer vorhergenenaen Anscrjcne. dadurch gekennzeichnet da;2 die Menge 
an vom zu bestimmenaen Antikcrcer scezifisch erkanmer Sucstanz :n = :roGer coer cieicn cer Merge an 
vom zu bestimmenaen Antikorper spezifisch erkannter Substanz. in R : -s:. 

7. Verfahren nach Anscruch 6, dadurch gekennzeichnet. ca;2 das . erhaltnis cer vom zu oesnmmen- 
-0 den Antikorper speztfiscn erkannten Substanz m R zu cer vom zu ces-immenden Antikorper scezifisch 

erkannten Substanz in R- 20 bis 1:1 betragt. 

8. Verfahren nach Anscruch 7. dadurch gekennzeichnet ca/3 das .erhaltnis 5 bis 1:1 betragt. 

9. Reagenz zur Bestimmung eines Antikorpers nacn einem cer vc^ergehenden AnsDruche, dadurch 
gekennzeichnet da/J es zwei verschiedene Idsliche. mit dem Antikcrcer bindefahige Rezeptoren R una 

-5 R 3< von denen R. einen Reaktionsoartner eines spezifiscnen Binaungssys:ems und R, eine Markierung tragt 
und auflerdem emen Rezeotor R : . der in fester Phase vortiegt und rr. : jem Rezeptor R. binaefahig :st. 
enthalt. wobei der unioslicre Rezeptor R, und der losiiche Rezeptor R rhysikaiisch getrennt vonemancer 
vortiegen. 

10. Reagenz nach Anscrucn 9. dadurch gekennzeichnet ca;3 der =ezeotor R : bzw. aer Rezectcr R 
so physikalisch getrennt vonemancer , : eweiis auf einem Tragermateriai impraznien voriiegen. 
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